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P/bg rr M 3198 



Maizena Geseliscbaft mbH. 
2 Hamburg 1 
Spaldingstrasse 218 



Futtermittel fiir Wiederkauer und Ver'fahren zu seiner 

Herstellung 



Die Erfindung betrifft ein Fattermittel £v& Wieder- 
kauer mit hohem Propionate und Acetatgebalt und ein 
mikxobiolagiscb.es Verfabren m seiner Herstellung 
durcb Ziicbten von Propiorisaurebildnern bzw. voi* Bak- 
terien der Familie Eropionibacteriaceae in dem beim 
Maisstarkegewinnungsprozess anf dilenden QUellwasser. 

Eropionat- und acetatbaltige Futtexmittelzusatze^ge- 
winrien fiir die intensive ^tstierfutteroing xuad -bal- 
tung zunebmend an Bedeutung. 

Wirtschaftliche Yerluste entsteben der Landwirtscbaft 
und der Mischfutterindustrie. immer wieder durcb ver- 
dorbene Mischfuttermittel und Miscbfutterkomppnenten* 
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Unter den zahlreichen Paktoren, die zum Verderb die^ 
ser Produkte fuhren, haben Mikroorganismen , wie Bak- 
terien und'Pilze, eine besondere Bedeutung. 

Insbesondere bei hoheren Lagerungstemperaturen, bei 
langerer Lagerungszeit, bei einem Peuchtigkeitsgehalt 
von liber 13 % und bei unsachgemasser Lagerung von 
Mischfuttermitteln und deren Kbmponenten, kann das 
Vachstrum von Mikroorganismen sehr beschleunigt warden* 
Die Gefahr ist nicht zuletzt deshalb sehr gross, veil 
diese Hischfutteimittel und die zu ibrer Herstellung 
erf orderlichen Komponenten zum Toil ideale BahrbSden 
fur die Entwickltmg von Mikroorganismen darstellen. 

Deshalb sucht die Mischfutterihdustrie nach kostengtin- 
stigen und wirksamen Moglichkeiten, das Putter vor 
mikrobiellem Verderb zu schiitzen. Es ist bekannt f dass 
Propionsaure bakteriostatisch und-funglatatisch wirkt. 
Nicht nur die freie Saure, sondern auch ihre Salze, wie 
Calciumpropionat, verhindern in einer Konzentration von 
etwa 0,3 % die mikrobiell verursachte Erhitzung bei 
MischTuttenaitteln und deren Komponenten. Auch Essig- 
saure und ihre Salze vermogen viele Bakterien und Schim- 
melpilze in ihrer EntwickTung zu hemmen. 

Im Verdauungstrakt der Wiederkauer werden die stickstoff- 
freien Extraktstoff e der Puttermittel fast quantitativ 
zu den niederen Pettsauren Essig-, Propion- und Butter- 
saure abgebaut, Diese organischen Sauren werden nach tlber- 
tritt in die Blutbahn in den Stoffwechsel des Vieder- 
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kauerfTetf^eschleust und stellen die Ausgangssubstanz • 
einmaT fur den Energiestoffwechsel und zum anderen 
'fur spezielle Syntheseprozesse dar. Hteraus peht die 
bedeutsame Holle hervor, welche die Propionsaure und 
die Essigsaure in der iriederkauerernahruiig spielen. 

Heicht die Propion8aiireitochliefei*uiig aus dem Pansen 
nicht aus, so erkranken insbesoidere die Hochleistuiigs- 
rinder sebr schnell an akuter Oder latent er Acetonemic • 
In verscMedenen Untersuchcmgen wurde gezeigt, dass 
orale Gaben von Propionsaure bzw. Propionat dieser 
Stoffwechselstorung entgegenwirken* 

1st die Essigsaurebildung im Pansen auf grund von unsach^ 
gemasser Fattening Oder von sonstigen Faktoren unzurei- 
chend, sinkfc der Fettgelialt in der Hiich ab. uacli Ver- 
futterung von Acetat stabilisiert sich der MLlchfett- 
gehalt. 

Der Wiederkauer vermag mit ELlfe der in seinen Yormagen 
angesiedelten Mikroorganismen auch Stickstoft nicht 
eiweissartiger Natur (HEN) zu verwerten. Auf der'Suche 
nach neuen fur Wiederkauer verwertbare N-Trager wurde 
.von verschiedenefc Autoren auch Ammoniumpropionat ge- 
testet. Wie aus den Untersuchungen iibereinstiimttend her- 
vorgeht, wird der Stick&toff von Ammoniumpropionat eben- 
so gut wie der des Hapnstoffes verwertet (bezogen auf 
gleiche N-Gehalte). : 

Wie nunmebr gefunden wurde, lasst sich ein geeignetes 
Puttermittel fiir Wiederkauer mit hohem Propionat- und 
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Acetatgehalt in der Veise herstellen, class in einem 
wassrigen Bahrmedium, welches im wesentlichen Mais- 
quellwasser als Kohlenstoff quelle und Ammoniak als 
Stickstoff quelle enthSlt, bei etwa 25 bis 30°C Propion- 
sSurebildner anaerob geziichtet werden, woraufhin das 
Fermentationsprodukt neutralisiert , eingedickt und ge- 
.gebenenfalls in ein Trockenprodukt ubergefuhrt wird. 

Vorzugsweise enthSlt das Nahrmedium als Kohlenstoff- 
quelle etwa 10 bis etwa 15 # Maisquellwasser-Trocken- 
masse. ZusStzlich konnen ihm als Kohlenstoff quelle 
Zuckerarten in Form von DextroeeablSufen oder Melasse 
zugesetzt werden. Vor der Fermentation wird das Nahr- 
medium mlt Ammoniak als Stickstoffquelle auf einen 
pH-Vert im Bereich von 6,0 bis 7,0 einsestellt. und 
wahrend der Fermentation wird dieser pH-Bereich durch 
Zugabe von Ammoniak aufrechterhalten. 

Die Fermentation wird normalerweise etwa 1 bis 4 Tage 
durchgefiihrt. Im technischen Maflstab hat sich in den 
meisten Fallen eine Fermentationszeit von ca. 2 Tagen 
als zweckmassig erwiesen. 

Vor dem Eindicken kann das Ferment at ionsprodukt mit 
Alkali-, Calcium- und/oder Magnesiumhydroxid und/oder 
-carbonat neutralisiert werden. Das eingedickte Fer- 
mentationsprodukt kann weiterhin vor dem Trocknen ggf 
mit Maiskleber, Maisschalen und/oder Maiskeimolkuchen 
oder anderen Nebenprodukten der Get reid ever arbeitung 
vermischt werden. 
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Fur die Zucntung in den Ntaaedisn eignen Bipb.lw- 
besondere_ aolche Sfeamme von PropionBauretoidnern, . 
weXche im wesentXionen nor PropionsSwe und Bseig- 
saure produzieren. Dieae EtgensQhaften bfisitsea bei- 
apielaweiae Stamme von PropionibaQterium f rewdeareicnti , 
P. ahermanii, P» tnoenii oder P. teebnioeum. 

Die poaitiven Wirkungen, die aicn bei gezieltem Einaatz ' 
von Propionat una Acetat im MiBebrutter und ibren 
Komponenten beim Verfiittern an VBLederkauer erreienen 
iasaen, aind an aich bekannt. Die genannten organiachen 
SSuren werden deanaib auch vielf aoh. in. der Tiererne>- 
rung eingesetzt. Die Verwendung von Propionat und- 
Acetat in Form der erfindungagemSaaen Futtermittel bringt 
der Mi schfatter Industrie bzw. der landwirbacnait je- 
doch foigende Vorteiiei 

1. Die Handnabung der Propionsaure und ibre Verteilupg 
im Miachfutter bringen Scbwierigkeiten mrfe aicb und 
erfordern beaondere Inveatitionen, da die figure 
atark korrodierend wirkt. Der erfindungsgemSsae 
propionathaltige Futtermitteizusatz Xasst sicb obne 
Scbwierigkeiten uirtermiaenen, ao daaa keine beaon- 
deren Inveatitionen vorgenommen werden musaen. 

2. Die Saize der Propion- tind Eaaigaaure Bind koaten- 
intenaiv, ao daaa ihr Einaatz im Miaonfutter im 
gr8aseren TJmtang ans dieaem Grunde in Frage geateiXt 
iat. In Form des erfindungsgemaaeen Futtiermittelzu- • 
satzes konnen sie preiswert angeboten warden. 
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3. Warden Propionat und Acetat in Form dee der Erfin- 
dung zugrunde liegenden Futtermittelzusatzes dem 
Hischfutter zugesetzt, so kann elne sonat bei Ge- 
fliigel- und Schweinefutter erforderliche zusStzli- 
che Vitamin B 12 -Supplementierung entfallen. 

4, Amaoniumpropionat iet wie Harnatoff hygroakopiach, 
so das a die Verarbeitung normalerweise Schwierigkei- 
ten bereitet. Der der Erfindung zugrunde liegende 
Juttermittelzusatz ist relativ wenig hygroskopisch 
und lasst sich ohne flchwierigkeiten in Viederkauer- 
Mischfutter einbringen. 

Durch die fblgenden Beiapiele soil die Erfindung naher 
erlautert werden. 

Beiapiel 1i StammauBwahl und Yorkulturen 

Ftix die Vorkulturen dienten mit Vattestopf en verschlosse- 
ne Er 1 enmeyerko lb en (100 ml, 1000 ml und 3000 ml). Zur 
Schaffung anaerober Bedingungen wurden die Kulturen mit 
n-Alkan-Gemisch uberschichtet. 

ffl:fllll»oiie«a>i1 

Von inagesamt 11 getesteten Stammen von Propionsaurebild- 
nem zeigten die nachfolgend aufgefuhrten Stamme eine 
relativ starke PropionsSurebildung und erwiesen sich fur 
die Fermentation des Maisquellwassers als besonders ge- 
eignet.: 
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1. P. freudenreiebii 



2. 


P. 


shermanii St. Heinrich, 


3. 


P. 


toermanii P£ 5 


4. 


P. 


techniceum 


5. 


P. 


5V E 


6. 


P. 


91/ E 



Die genannten St same liegen hei der Gesellschaft fur 
molekuiarbiplogische Forschung mbH in StBckheim iiber 



Die Anzucht der Propions&urebildner wurde wie folgt 
vorgenommen: 

a) Stiehkuitur . 
Jeder Stamm wurde 24 Stunden auf tticro-Assay-Oulture- 
Agar als Stiehkuitur bei 30°C bebrutet. Ansfcbliessend 
wurde die Stiehkuitur mit de 2 ml Medium der 1. Vor- 
kultur uberschichtet, aufgeschwemmt und in 100 ml 
Garmedium uberfiihrt . 

b) 1. Vorkul-tnu (1O0 ml): 

Das Mhrmedium fiir die 1. Vorkultur besaBS fplgenden 
• Kahr- und Wirkstof f gehalt : 



Braunschweig vor» 



Maisquellwasaer (50 #Lg) 

Hef eextrakt 

NaHgPO^ 



MgSO^ 



FeSO^ 
Bio tin 

Ca-Pant ot henat 
D-Glueose (50#ig) 



1,76 
1,76 
0,4 
0,01 

0,3 
4,0. 
30,0 - 
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Nach Beimpfen von 100 ml Fahrmedium mit 2 ml Abschwemmung 
aue der etlchkultur wurde es 24 Stunden bei 30°C be- 
brtttet. 

c) 2. Vorkultur (QOO ml)i 

Das Nahrmedium fur die 2. Vorkultur wies folgenden 
Hahr- und Virkstoffgehalt auf : 



Maisquellwasser (50 #ig) 


80 g/1 


NaHgPO^ 


1.76 gA 




1,76 gA 


MgSO^ 


0,4 g/1 


Pe60 4 


o,oi gA 


Biotin 


0,3 mgA 


Ca-Pantothenat 


4,0 mgA 


D-Glucoee 


JOjO ml/1 



Hit der 24-stundigen 1. Vorkultur wurden 900 ml Medium 
beimpft und wiederum 24 Stunden bei 30°C genalten. 

4 > 3. Vorkult ur (2 x ^yx) mi), 

Piir Jeden Stamm wurden zwei Ansatze je 1500 ml Mais- 
quellwaaeer (50*ig) 10 Minuten bei 121°C sterilisiert , 
mit 10* igem Ammoniak auf pH 6,8 eingeetellt und mit 
de 500 ml der 2. Vorkultur beimpft. Die 3. Vorkultur 
wurde 36 Stunden bei 30°C bebriitet. Biese beiden Kul- 
turen mit Je 2 1 Geeamtvolumen wurden ale Impfma- 
terial fttr 9 1 ICtfLgea Maiequellwaseer im Peraenter 
rerwendet (Ver8uch2). 
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Beisniel 2 x Fermentation 

Dae zur Verwendung kommende Mai anuel lwaeser hatte fol- 
gende ■ Zusamm enact zung t 

Trockenaub8tanz >■ 56,7 % 

Protein (i. Tr.) ."47,1. J* 

. Asohe (i. Ir.) 15f2 # 

pH • " . 4,2 

Die qualitative Bestimmung der Bropionaaure und BsBifi- 
saure erfolgte nach tlberfulirung in die Methyl ester auf 
gaschromatographiachem. Vege. 

Der Gehalt an L (+)-Laotat wurde auT enzymatiaohem Wege 
unter Verwendung einer apeziellen Hefe-Laotat^Lelijrdrcgs 
ermittelt. 

D-Glucose wurde nach entaprechendem Verdunnen der Ferment er- 
Proben mit dest. Vasser mit Glucoseoxidase im Beckmann.- 
GlucoBe— Analysator beatimmt. 

Zur Ermittlung deB Gehalt s an D-Fruotose wurde der Ge- 
halt an reduaierenden Zuckern mit Anthron-Reagenz be- 
atimmt. 

Die BtiokBtoffb eatimmung erfolgfc nach By eldahl. 

Zur TriibungsmeSBunp: (Zellwachatum) wurden die Ferment er- , 
Proben 1 : 100 mit dest. Waaser verdunnt. Dann wurde 
. bei 5?8 nm im Bppendorf Photometer die Efrfcinktion gemessen. 
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Purchfiihrung der Fermentation 

Je 9 1 10#Lges Maisquellwasser wurden, ggf . nach dem 
Vermischen mit einer aliquot en Henge Dextroseablaufe 
(Tabelle 1) oder RohrzuckemielaBse (Tabelle 2) 2 x je 
5 ain bei 121°C sterilisiert und in einen Fermenter 
der AG fur Biologische Verfahrenstechnik (Basel) uber- 
gefiihrt, der iiber eine automatlsche Temperaturregelung 
und pH-Steuerung verfiigte. Der pH-Wert wurde mit 
Ammoniak auf 6,8 eingestellt. Dann wurde mit je 2 1 
einer 3. Vorkultur (Bei spiel 1 d) beimpft und zur 
Bchaffung anaerober Bedingungen mit 300 ml n-Alkan- 
Gemisch uberschichtet. Ein tief angebraohter Blatt- 
rfihrer ermSglichte ein leichtes Umriihren wahrend der 
bei 30°C durchgefiihrten fermentation. Glelchzeitig wur- 
de der durch die Bildung der niedrigen Fetts&uren ab- 
einkende pH-Vert durch Zugabe von Ammoniak automatisch 
auf 6,8 gehalten. 

Zu Beginn Jeden Versuchs , nach 24, 48 und 72 Stunden 
wurde der Gehalt an Propionsaur e , Essigsaure, Katrium- 
lactat, Stickstoff, D-Glucose, D-Fructose und die 
Trttbung (Zellwachstum) bestimmt. Dabei wurden zur Er- 
mittlung dee Stickstoff-, Essigsaure-, Glucose- und 
Fructoee-Gehalts je 200 ml der Ferment erbruhe gefrler- 
getrocknet. 

Auswertung der Brgebnisse 

Mit alien 6 Stammen von Propionsaur ebildnem, die sich 
fiir die Fermentation von Maisquellwasser als besonders 
geeignet erwiesen hatten (Bei spiel 1) wurden gute Er- 
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gebniaae ereieit. Nachfolgend aind die Resultate fOBt-' 
gehalten worden, die mit den St*anmen P. ahernianii *PZ 3 
(Tabelle 1) und P. techniceum (Tabelle 2) erhalten 
warden. (Tab. 1 u, 2) 

In den Tabellen 3 und 4-. Bind die- in den Tabellen 1 und 
2 erhaltenen Ergebniaae auf die TrockenBubatanz dea 
Auagangamateriala bezogen worden. VHLe hieraus zu er- 
aehen iBt, vurde pit P. abermanii PZ 3 nacb einer 
Eermentationazeit von. 72 Stunden eine PropionsaureauB- 
beute von 16,50 % erzielt, wenn 10 # MaiBquellwasaer ale 
einzige Kohlenstoff quelle des NabrmediuiBfi verwendet 
wurde. Durcb Zuaatz von zusatzlicb 8 % Dextroseablau- 
fen konnte die Propionaaureausbeute auf 18,50 % gestei- 
gert warden. Hit P. techniceum wurde mit 10 % Maia- 
quellwaaaer ala einziger Kohlenatoffouelie bereita 
nach 48 Stunden eine Propionaaureauabeute von 17»50 
erreicnt, die aich aucb bei langerer Fermentation kaum 
nocb ateigexn lieaa. Durcb Zuaatz yon zuaatzlich 2 % 
Eohrzuckermelas s e wurde nit dieaem Stamai in- 72 Stunden 
eine Propionaaureauabeute von 19»25 % erreicnt. 
(Tab. 3 u. 4). 
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Tabelle 1 2253426 
Ergebnis der Fermentationsversuche mit P. shermanii pz 3 



Versuch 1 




a 


b 


c 


Ausgangsmaterial 


(g/1) 


100 


140 


180 


Maisquellwasser Tr. ( % ) 


10 


10 


10 


DextroseablSufe Tr. ( % ) 


0 


4 


8 i 

1 


Zusamnensetzung : 


Std. 




Propions&ure (g/1) 


o 


0,5 


0,6 


0, 5 "~ 


* 


24 i 


6,0 


7,5 


8,3 




a a 

48 


10,7 


17,7 


13,2 




72 


16,5 


24,3 


33,3 | 


Na-Lactat (tr/\\ 

— vv — * 


n 


in t 
*"» • 


If- r- 


A / f O 




24 


8,9' 


7,3 


.7,1 1 




48 


4,2 


5,3 


5»7 j 




. 72 


. 3,4 


5,7 


5,9 | 


Glucose (g/1) 


0. 


4,6 


8,6 


15,8 ; 
22,1 j 




24 


0/3 


6,3 




48 


0,1 


0,2 


15,1 ! 




72 


0,1 


0,2 


1,6 


Trilbungsmessung 
bei 578 nm 
(1:100 verdtlnnt) 


0 
24 


0,230 
0,250 


0,282 
0,345 


6,307 

0,370 




48 


0,295 


0,515 


0, 546. 




72 


0,346 


0,454 


0,680 


Stickstoff (%) + 


72 




7,5 


6,6 


Essigeaure (%) + 


70 

1 ' 1 


8,65 


6,05 


6,35 j 



+ In der gefriergetrockneten Ferment erbrflhe 
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Tabelle. 2 



i 

jVersuch 2 




a 1 


b 


» * 


t 1 1 ■ 

- Ausgangsniaterial 
Maisqueliwasser xr • 


la/1) 
( £ > 


ioo ; 

10 


120 
10 


140 j 

io j 

4 i . 


Rohrzuckermelasse Tr. 


( % ) 


0 


2 




Zusammenset zung : 


Std. 






i 

» 

1 


■ ■ * 
jPropipnsaure tg/ 


n 

w 

A** 


b.o 

14,6 


0,0 

9 

9,5 


o,o !' 

9 1 

15,9 : 


t 


48 


17,5 


21,4 


9-,5 - j 




72 


. 17,7 


23.1 


24,6 • 


Na-I*ac t at \ g/ a / 




19,3 
12,0 


21,6 

9 

7.0 

w 9 


is, a | 

6,6 1 




48 




2,9 


2,5 • 




72 


1,1 - 


2.2 


1,2 ; 


Glucose (g/l> 


O . 

OA. 


. 1.4 


6,5 
1.7 


*ii,9 . : 


• 


. 48 


0,7 


0,7 






72 


0,7 


0,6 


0,6 I 


Trtibungsmessung 
bei 578 nm 
(1:100 verdttnnt) 


. o 

24 
48 


0,140 
' 0,181 
0,262 


0,154 
0,171 

0^356 


. • j 
0,183 j 
0,273 
0,430 ! 


* 


72 


0,244 


0,357 


0,454 j 


Sticks toff (%) + 


72 


9,9 


8,8 


8,3 1 

. -j 


Essigs&uro (%)■"* 


72 


8t"70 


8,85 


8,35 


D-Glucose (%) + 


72 


0,01 


0,15 


0,20 


^-Fructose (%) + 


72 


0,1 


0,6 


0, 5 





+ in der gef riorgetrockneten Fertwsnterbrtthe 
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Tabelie 3 

Krgcbnls der Fermentations vcrsucho mit P. shcrmanii PZ 3 
(bczogen auf Trockcnsubstanz* des Ausgangsmaterials) 



ersuch 1 • a b c 



, Ausgangsmat er ia 1 


(g/D 


100 


140 


180 


Maisquellwasser Tr. 


( % ) 


10 


10 


10 


IDextroseablaufe Tr. 


< % ) 


0 


4 


8 



;Zu&atamensetzung : Std» I 



Propions&ure (%) 


0 


0,50 


0,43 


0,28 




24 


6,00 


5,36 


4.62 




48 


10,70 


12,63 


7,33 




72 


16,50 


17,35 


18. 50 


W-Lactat (%) 


0 


19,70 


11,08 


9,88 ! 




24 


8,90 


5,^2 


3,95 . 




48 


4,20 


3,79 


3,17 ; 




72 


3 An 

— , - — 


a r\? 
- » " • 


Q OO ! 


[Glucose (%) 


0 


4,60 


6,14 


8,78 




24 


0,30 


4,50 


12,28 




48 

• 


: 0,10 j 


0,14 


8,39 ;; 




72 


! 0,10 j 


0.14 


0,89 
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Yubclle 4 



Krgcbnig der Fermentations versuche mit P. techniceum 
(bezoffen auf Trockensubstanz des Aupgangsmaterials) 



Versuch 2 


\ " 
i 


1 

a i 

1 


» f 


c 


!•. 


- ! 
Ausgangsmaterial (g/l) i 
Maisquellwasser Tr. ( % ) 


100 

10 ! 


t 

120 

10 * 


X40 
10 


i * 


Rohrzuckermelasse 


Tr. ( % ) 


. 6 


2 


4 




Zusammenset zung : 


\ 

! DlQt 1 








1 


Propions&ureX%) 
# 


o 

24 


0,00 
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0,00 ' 
7,92 


0,00 
11,37 


i 




48 


17, SO 


17,84* 


6,78 


i 

! 


i 


72 .. : 


17 , /U 




17. 56 

» •■ , **** 




|»a-Lactat (%) 

1 


• 

0 
24 


19,30 - 
12, OO 


18,00 

D I 0*1 


11,28 
4 72 


\ 

* 
i 
1 


i 


48 


1,90 


2,42 


1,79 


i 
• 


i 

i 


72 


1,10 




DC 


i 

i 


Glucose (%) 


o ; 

24 j 


1,40 
0,80 


5,42 
■ 1,42 


!' 8,50 
i 5,28 

• 


5 
i 

I 




48" ! 
i .72 | 


0,70 


.0,58 


0,50 


■ 




0,70 


0,50 


0,43 
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Patentanspriiche 



Ay Verfahren zur Herstellung eines Futtermittels fur 
Wiederkfiuer mit hdhem Propionat- und Acetatgehalt auf 
mikrobiologischem Wege daduirch g.ekennzeich - 
net , da6s in einem wassrigen Fahrmedium, welches 
im wesentlichen Maisquellwasser als Kohlenstoffquelle 
und Ammoniak als Btickstoff quelle enthalt, bei et- 
wa 25 bis 30°C Propionsaurebildner anaerob gezuchtet 
werden, woraufhin das Ferment at ionsprodukt neutralisiert , 
eingedickt und gegebenenfalls in ein Trockenprodukt 
ubergefuhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch g e k e n n - 
zeichnet , dass das NShrmedium als Kohlen- 
stoffquelle etwa 10 bis etwa 15 % Maisquellwasser- 
Trockenmasse enthalt und mit Ammoniak als Stickstoff- 
quelle vor der Fermentation auf einen pH-Wert im Be- 
reich von 6,0 bis 7,0 eingestellt wird, und dass wah- 
rend der Fermentation dieser pH-Bereich durch Zugabe 
von Ammoniak aufrechterhalten wird. 

3. Verfahren nach den vorhergehenden Anspriichen, da- 
durch gekenn zeichnet , dass das Nahr- 
medium als zusatzliche Kohlenstoffquelle Zuckerarten 
in Form von Dextroseablauf en oder Melasse enthalt. 

4. Verfahren nach den vorhergehenden Anspriichen, da- 
durch gekennzeichnet , dass das Fer- 
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mentationsprodukt vor dem Eindicken mit Alkali-, 
Calcium- und/oder Magnesiumhydroxid und/oder -carbonat 
neutralisiert wird. 

5 Verfahren nacb den vorhergehenden AnsprUchen, 
dadurch gekenn^eichnet f dass das ein- 
gedickte Fermentationsprodukt vor dem Trocknen ggf. 
mit Maiskleber, Maisschalen und/oder Maiskeimolkuchen 
oder Maiskeimextraktionsschrot oder anderen ITebenpro- 
dukten der Getreideverarbeitung vermischt wird. 

6 Verfahren nach den vorhergehenden. Anspruchen, da r 
durch g e k e n n z e i c h net , dass solche. Stam- 
me von Propionsaurebildnern in dem Fahrmedium gesuch- 
tet werden, weiohe im wesentlichen Propionsaure und 
Essigsaure pr-odusisren. 

7 > Verfahren nach Anspruch 6, dadurch g e k e n n 
z'e i c h n e t , dass als Propionsaurebildner aus- 
gewahlte Btamme von Propionibacterium f reudenreichii , 
P. shermanii, P. thoenii oder P. techniceum verwendet 
werden* 

8 Puttermittel fur Wiederkauer mit hohem Propionat- 
und Acetatgehalt , hergestellt auf mlkrobiologischem 
Wege durch anaerobe Zuchtung von Propionsaurebildnern 
in einem wassrigen Fahrmedium, welches im wesentlichen 
Maisquellwasser als Kohlenstoff quelle und Ammoniak als . 
Sfcickst off quelle enthalt, nach einsm der vorhergehenden 
Anspruche. 
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Feed for Ruminants, and Method for its 
Production 



The invention relates to a feed for ruminants with a high content of propionate and 
acetate, and a microbiological method for its production by means of growing propionic 
acid generators, or by means of bacteria of the propioni bacteriaceae family in the spring 
water accumulated during the cornstarch extraction. 

Feed additives containing propionate and acetate are becoming increasingly important for 
intensive feeding and keeping of productive livestock. 

Over and over again agriculture and the mixed feed industry experiences economic losses 
due to spoiled mixed feed and mixed feed components. 



409822/0439 



{00038555.DOC /} 




-2- 

2253426 



Among numerous factors leading to the spoilage of these types of products, 
microorganisms, such as bacteria and fungi, take on a particular role. 

The growth of microorganisms can be accelerated especially with higher storage 
temperatures, during longer storage times, moisture content of more than 13%, and with 
improper storage of mixed feed and its components. Last but not least, the risk is very 
high because this type of mixed feed, as well as the components necessary for its 
production, partially represents an ideal breeding ground for the development of 
microorganisms. 

That is why the mixed feed industry is searching for inexpensive and effective 
possibilities of protecting the feed from microbial spoilage. It is known that propionic 
acid has a bacteriostatic and fungistatic effect. Not only for the free acid, but also for its 
salts, such as calcium propionate, they prevent the microbially caused heating of mixed 
feed and its components at a concentration of about 0.3%. Acetic acid and its salts are 
also able to block many bacteria and molds from developing. 

The nitrogen-free extracts of the feed are degraded almost quantitatively to the low fatty 
acids of acetic, propionic, and butyric acid in the digestive tract of the ruminants. After 
transferring into the bloodstream, these organic acids are infiltrated into the metabolism 
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of the ruminant, and represent the base substance both for the energy metabolism, and for 
special synthesis processes. This results in the important role the propionic and acetic 
acids play in the ruminants' nutrition. 

If the propionic acid supply of the rumen is not sufficient, especially high-efficiency 
cattle will very rapidly fall ill of acute or latent acetonaemia. Several trials have shown 
that the oral administration of propionic acid, or propionate respectively, counteract this 
metabolic disorder. 

If the acetic acid formation is insufficient in the rumen due to improper feeding, or due to 
other factors, the fat content in the milk declines. After the feeding of acetate, the milk fat 
content stabilizes. 

The ruminant is able to dispose of nitrogen, even of non-protein nature (NPN) with the 
aid of microorganisms resident in its omasums. In the search of new N carriers that are 
utilizable for ruminants, several different authors also tested ammonium propionate. As 
the tests concurrently confirm, nitrogen is disposed of by ammonium propionate just as 
well as that of the urea (based on the same N contents). 

As has now been found, a suitable feed with a high propionate and acetate content can be 
produced for ruminants in such a way 
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that propionic acid generators are bred anaerobically at about 25 to 30°C in a watery 
growing medium, which essentially contains corn spring water as the carbon source, and 
ammonia as the nitrogen source, whereupon the fermentation product is neutralized, 
coagulated, and if necessary, transferred into a dry product. 

Preferably, the growing medium contains about 10 to about 15% of corn spring water dry 
matter as the carbon source. Additionally, as the carbon source, sugar types in the form of 
dextrose sequences, or molasses can be added. Before the fermentation process, the 
growing medium is adjusted to a pH value within a range of 6.0 to 7.0 with ammonia as 
the nitrogen source, and this pH range is maintained during the fermentation process by 
adding ammonia. 

The fermentation process is normally performed for 1 to 4 days. At a technical scale, a 
fermentation time of approximately 2 days has proven appropriate in most cases. 

Before the coagulation, the fermentation product can be neutralized with alkali, calcium, 
and/or magnesium hydroxide, and/or -carbonate. If necessary, the coagulated 
fermentation product additionally can be mixed with corn adhesive, cornhusks, and/or 
corn oil cake, or other byproducts of grain processing before the drying process. 
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Strains, such as those of propionic acid generators, which essentially produce only 
propionic acid and acetic acid, are especially suitable for the breeding in a growing 
medium. Strains of propioni bacteria freudenreichii, P. shermanii, P. thoenii, or P. 
techniceum, for example, possess these properties. 

The positive effects that can be achieved with the targeted use of propionate and acetate 
in mixed feed, and its components with the feeding to ruminants are generally known. 
The said organic acids are therefore used in many cases in animal nutrition. The use of 
propionate and acetate in the shape of the feed according to the invention, however, 
supplies the following advantages to the mixed feed industry, or to agriculture: 

1 . The handling of propionic acid and its distribution in mixed feed have inherent 
difficulties, and require considerable investments, because acid has a strong 
corroding effect. The feed additive containing propionate according to the 
invention can be mixed without any problems so that no special investments must 
be undertaken. 

2. The salts of propionic and acetic acid are intensive in cost so that their use in 
mixed feed at a larger scale is questionable for this reason. They can be supplied 
low in cost in the form of the feed additive according to the invention. 
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3. If propionate and acetate are added to the mixed feed in the form of the feed 
additive based on the invention, an otherwise required additional Vitamin B12 
supplementation for poultry and pig feed can be omitted. 

4. Like urea, ammonium propionate is hygroscopic so that the processing normally 
poses no problems. The feed additive based on the invention is relatively little 
hygroscopic, and can be added to the ruminant mixed feed without any 
difficulties. 

The invention is explained in further detail by means of the following examples. 
Example 1 : Strain Selection and Preparatory Cultures 

Erlenmyer flasks (100 ml, 1000 ml, and 3000 ml) sealed with cotton plugs served as the 
vessels for the preparatory cultures. In order to create anaerobic conditions, the cultures 
were coated with a mixture of n-alkane. 



Of a total of 1 1 tested strains of propionic acid generators, the following strains showed a 
relatively strong propionic acid formation, and proved to be particularly suitable for the 
fermentation of corn spring water: 




409822/0439 



{00038555.DOC /} 



2253426 



1. P. freudenreichii 

2. P. shermanii St. Heinrich 

3. P shermanii PZ 3 

4. P. techniceum 

5. P. 51/ E 

6. P. 91/ E 



The said strains are recorded at the Organization for Molecular-Biological Research mbH 
at Stockheim iiber Braunschweig. 

The starting of the propionic acid generator was performed as follows: 

a) Stab Culture 

Each strain was bred for 24 hours as a stab culture on micro-assay culture agar at 
30°C. Subsequently, the stab culture was coated each with 2 ml of medium of the 
first preparatory culture, suspended, and transferred into 100 ml of a fermenting 
medium. 

b) 1 st Preparatory Culture (100 ml): 

The growing medium for the 1 st preparatory culture had the following nutrition 
and active ingredient contents: 



Com spring water (50%) 

Yeast extracts 

NaH 2 P0 4 

K3PO4 

MgS0 4 

FeS0 4 

Biotin 

Ca-pantothenate 
D-glucose (50%) 



40 

10 

1.76 

1.76 

0.4 

0.01 

0.3 

4.0 

30.0 



g/1 
g/1 
g/1 
g/1 
g/1 
g/1 



mg/1 



mg/1 
ml/1 



409822/0439 



{00038555.DOC /) 



2253426 



After the inoculation of 100 ml of growing medium with 2 ml of avulsion from the stab 
culture, it was incubated for 24 hours at 30°C. 

c) 2 nd Preparatory Culture (900 ml): 

The growing medium for the 2 nd preparatory culture had the following nutrition 
and active ingredient contents: 



Corn spring water (50%) 
NaH 2 P0 4 
K3PO4 
MgS0 4 
FeS0 4 
Biotin 

Ca-pantothenate 
D-glucose (50%) 

With the 24-hour 1 st preparatory culture, 900 ml of medium was inoculated, and 
maintained at 30°C for an additional 24 hours. 



80 


g/1 


1.76 


g/1 


1.76 


g/1 


0.4 


g/1 


0.01 


g/1 


0.3 


mg/1 


4.0 


mg/1 


30.0 


ml/1 



d) 3 rd Preparatory Culture (2 x 1500 ml): 

Two precursors of 1500 ml of corn spring water (50%) were sterilized for 10 
minutes at 121°C for each strain, adjusted to a pH value of 6.8 with 10% 
ammonia, and inoculated with 500 ml each of the 2 nd preparatory culture. The 3 rd 
preparatory culture was incubated for 36 hours at 30°C. These two cultures with a 
total volume of 2 liters each were used as the inoculation material for 9 liters of 
10%> corn spring water in the fermenter (trial 2). 
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Example 2: Fermentation 
Analysis 



The corn spring water used had the following composition: 



Dry substance 
Protein (i. Tr.) 
Ash (i. Tr.) 
pH 



56.7% 
47.1% 
15.2% 
4.2 



The qualitative determination of propionic acid and acetic acid occurred after the transfer 
into methylester by means of the gas-chromatographical way. 

The content of L (+) lactate was detected by means of the enzymatic way by using a 
special yeast-lactate-dehydrogenises. 

D-glucose was determined after the fermenter samples were respectively diluted with 
distilled water containing glucoseoxidasis in the Bockmann glucose analyzer. 

In order to determine the contents of D-fructose , the content of reducing sugars was 
determined by means of enthrone reagent. 

The nitrogen determination occurred by means of the Kjeldahl method. 

In order to measure clouding (cell growth), the fermenter samples were diluted 1 : 100 
with distilled water. Then the extinction was measured at 578 nm in the Eppendorf 
photometer. 
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Performance of Fermentation 

9 liters of 10% corn spring water each, if necessary after mixing it with a universal 
amount of dextrose sequences (table 1) or sucrose molasses (table 2), was sterilized 2 x 
for 5 min. each at 121°C, and transferred into a fermenter of the company AG for 
Biological Engineering (Basel), which was equipped with an automatic temperature 
control and pH control. The pH value was adjusted to 6.8 with ammonia. Then an 
inoculation with 2 liters each of a 3 rd preparatory culture (example 1 d) was performed, 
and it was coated with 300 ml of an n-alkane mixture in order to create anaerobe 
conditions. A two flat-blade paddle impeller deeply inserted enabled the ease of stirring 
during the fermentation performed at 30°C. At the same time the pH value decreasing 
due to the formation of low fatty acids was automatically maintained at 6.8 by means of 
adding ammonia. 

At the beginning of each trial, after 24, 48, and 72 hours, the content of propionic acid, 
acetic acid, sodium lactate, nitrogen, D-glucose, D-fructose, and the clouding (cell 
growth) was determined. In order to determine the content of nitrogen, acetic acid, 
glucose, and fructose, 200 ml each of the fermenter stock was freeze-dried. 

Evaluation of the Results 

Good results were achieved in all 6 strains of propionic acid generators that had proven 
especially suitable for the fermentation of corn spring water (example 1). 
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The results achieved with the strains P. shermanii PZ 3 (table 1) and P. techniceum (table 
2) are listed below. (Tables 1 and 2) 

Tables 3 and 4 the results achieved in tables 1 and 2 were based on the dry substance of 
the base material. As is obvious, a propionic acid yield of 16.50% was achieved after a 
fermentation time of 72 hours using P. shermanii PZ 3, if 10% corn spring water was 
used as the only carbon source of the growing medium. By adding an additional 8% of 
dextrose sequences the propionic acid yield could be increased to 18.50%. Using P. 
techniceum achieved a propionic acid yield of 17.50 using 10% corn spring water as the 
only carbon source after 48 hours already, which could scarcely be increased even with a 
longer fermentation time. By adding an additional 2% of sucrose molasses a propionic 
acid yield of 19.25% was achieved after 72 hours using this strain. 
(Tables 3 and 4). 
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Table 1 

Results from the Fermentation Trials using P. shermanii PZ 3 
[see source for table] 
Trial 1 

Base material 

Corn spring water Tr. 

Dextrose sequences Tr. 

Composition hrs. 

Propionic acid 

Na-lactate 

Clouding measurement 
At 578 nm 
(1:100 diluted) 

Nitrogen 

Acetic acid 

+ in the freeze-dried fermentation stock 
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Table 2 

Results from the Fermentation Trials using P. techniceum 
[see source for table] 
Trial 2 

Base material 

Cora spring water Tr. 

Sucrose molasses Tr. 

Composition: hrs. 

Propionic acid 

Na-lactate 

Glucose 

Clouding measurement 
At 578 nm 
(1:100 diluted) 

Nitrogen 

Acetic acid 

D-glucose 

D-fructose 

+ in the freeze-dried fermentation stock 
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Table 3 



Results from the Fermentation Trials using P. shermanii PZ 3 
(based on the dry substance of the base material) 

[see source for table] 

Trial 1 

Base material 

Cora spring water Tr. 

Dextrose sequences Tr. 

Composition: hrs. 

Propionic acid 

Na-lactate 

Glucose 
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Table 4 

Results from the Fermentation Trials using P. techniceum 
(based on the dry substance of the base material) 

[see source for table] 

Trial 2 

Base material 

Corn spring water Tr. 

Sucrose molasses Tr. 

Composition: hrs. 

Propionic acid 

Na-lactate 

Glucose 
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Patent Claims 



1 . Method for the production of a feed for ruminants with a high propionate and acetate 
content in the microbiological way, characterized in that propionic acid generators are 
bred anaerobically at about 25 to 30°C in a watery growing medium, which essentially 
contains corn spring water as the carbon source, and ammonia as the nitrogen source, 
whereupon the fermentation product is neutralized, coagulated, and if necessary, 
transferred into a dry product. 

2. Method according to claim 1, characterized in that the growing medium as the carbon 
source contains about 10 to about 15% of corn spring water dry matter, and is adjusted to 
a pH value within a range of 6.0 to 7.0 with ammonia as the nitrogen source before the 
fermentation process, and that this pH range is maintained during the fermentation 
process by adding ammonia. 

3. Method according to the previous claims, characterized in that the growing medium 
contains sugar types in the form of dextrose sequences or molasses as an additional 
carbon source. 

4. Method according to the previous claims, characterized in that the 
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fermentation product is neutralized using alkali, calcium, and/or magnesium hydroxide, 
and/or -carbonate before the coagulation process. 

5. Method according to the previous claims, characterized in that the coagulated 
fermentation product is mixed with corn adhesive, cornhusks, and/or corn oil cake or 
corn extraction grain, or other byproducts of grain processing, if necessary, before the 
drying process. 

6. Method according to the previous claims, characterized in that such strains of 
propionic acid generators are bred in the growing medium, which essentially produces 
propionic acid and acetic acid. 

7. Method according to claim 6, characterized in that strains of propioni bacteria 
freudenreichii, P. shermanii, P. thoenii, or P. techniceum selected as the propionic acid 
generators are used. 

8. Feed for ruminants with a high content of propionate and acetate, produced in the 
microbiological way by means of anaerobic breeding of propionic acid generators in a 
watery growing medium, which essentially contains corn spring water as the carbon 
source, and ammonia as the nitrogen source, according to one of the previous claims. 
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